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anionisch nach leicht kationisch . und die Vorteile eines kationischen 
Transffektionsreagenzes warden ausgenutzt. In der WO '02/66012 A2 sind diese 
Liposomen erstmals. beschrieben. Die WO 02/66490 und WO 02/66489 (WO 03 



methoxy-ethyl RNA (MOE) , Peptide nucleic acid (PNA) . N3 ' -P5 ' 
Phosphoroami.date <NP) , ' 2 ' -f luoro-arabino nucleic acid (FANA).*, Locked' 
nucieic acid (liNA) , Morpholino phosphoroamidate (MF) , Cyclohexene nucleic 



verwenaung von ampnoceren ijxpiaen oaer aurcn geignece Miscnungen von pn- 
sensitiven kationischen und anionischen Lipiden, wie sie in der WO - 02 
066012 offenbart werden. Warden amphotere liipide verivendet, so betragt der 
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FUr eine Verwendung der erf IndungsgemaSen Formulierungeh als 
Arzneimitteltrager kann es zweckmaiSig sein, Substanzen, die die Haltbarkeit 
erhdhen, die zur Regulieruhg des osmotischen Drucks dienen, zuzusetzen. 



Die Herstellung der • erf indungsgemaSen Liposomen kann durch Verfahren nach 
dem Stand' der Technik erfolgen, wie Jpeispielsweise Extrusion durch 
Membranen definierter Porengrdfie, Ethanolinjektion oder 

Hochdruckhdmogenisation. Beispielhaf te Ausftihrungen sind in den . Be i spiel en 
gegeben. 




Nicht eingeschlossener Wirkstoff wird abgetrennt . Dazu werden . geei^ete 
Trennverf ahren verwendet , so dass der Wirkstoff zu mindestens 90% im 
Mposom eingeschlossen ist und weniger als 10% des Wirkstoff es sich 
Lusserhalb des Liposoms befinden. Hierfiir kOnnen chroma tographische 
Verfahren, Zentrifugat ion, Dialyse oder Ultrafiltration verwendet werden. 



Pie erf indungsgemaSen liposomalen Formulierungen kdnnen zur therapeutischen 
Behandlung eines Saugetieresverwendet werden. Auch zur therapeutischen 
Behandlung von Menschen konnen sie verwendet werden, 

Ixisbesondere zur parenteralen Applikation, bevorzugt zur intraven6sen 
Applikation sind die erf indungsgemaiSen liposomalen Fonnulierungen geeignet. 



AnschlieJSend wird die Erfindung an Beispielen weiter erlSu'tert, ohne auf 
diese Ausftihrungen begrenzt zu sein. 
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Abbi l<3ungen 

Abbildung 1: Chemische Formeln von Lipiden, die sich amphoteren Liposomen, 
gemessen durch Freisetzung des Floureszenzmarkers CF (Carboxyf lourescein) 

Abbildung 2: Belegung einer 96-well Mikrotiterplatte ftir den 

SerumsstabilitStstest, gemessen wird die Freisetzung des FLoureszenzmarkers 
CF 

Abbildung 3 1 Fluoreszenzmikroskopische AuEnalune neben einer 
Phasenkontrastaufnahme zur Zelllokalisierung. ^ 
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Der Tmteil des eifigeschlossenen Cy5 . 5-anti-CD40-'ODN (Antisense- 
Oligonukleotid) wird nach Abtrennung des frei vorliegenden Wirkstoffes 
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durch dreimalige Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei 60000 x g tlber 45 
mln fluoreszenzspektroskopiseh ermittelt. 

Die Einschlusseffizienz des Oligonukleotids wird durch Bestimmung des 
Lipidgehaltes und der f Juorimetrischen Cy5 . S-Bestimmung im Verhaitnis zu 
5 zum Materialeinsatz von Lipid tad ODN gesehen und betrSgt ' fUr die 
Fontiulierung 53%. 

Bei spiel 3 
10 Bast:iinmun9 der Senunstabilltat 

Als ModelZwirkstoff wird Carboxyflourescein (CF) eingesetzt, der wie 
Oligonukleotide bei physiologischem pH negativ geladen ist. Die 
Serumstabilitat der CF-geftlllten Liposomen wird tiber den Zeitraum von • 
15 insgesamt 24 h bei 37oc beobachtet . Es wird dabei die Freisetzung des CF 
auB den Liposomen Uber die Zeit per Fluoreszenzmessung beobachtet. Es 
kOnnen 3 verschiedene Liposomenf onnuliervmgen pro 96-well-rPlatte getestet 
werden. Zur Bestiwmung der prozentual -f reigesetzten Mepge an CP wird die in 
Puffer inkubierte Probe sowohl direkt vermesaen (Basiswert) als auch nach 
Offnung der Liposomen durch Zugabe von Triton (Tritonwert oder 100%-Wert)'. 
In einem Gesamtvolumen von 500 ^1 werden sterilf iltriertes Serum und 1 mM 
Liposomen -zusainmengegeben. Derselbe Ansatz wird als Kontrolle mit Puffer 
anstelle des Serums vorbereitet. 
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Eine 96-well-.piatte wird. f olgendermafien vor den jeweiligen Probenriahmen 
vorbereitet: in die Wells elner Zeile, Spalten 1, 3, 5, 7, 9 und 11 werden 
jew^ils 5 fil Puffer (10 niM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5) vorgelegt . In die 
Spalten 2, 4, 6, 8, 10 und 12 jeweils.S ^tl 10 % Triton X-100. 
Die 96-well -Platte wird wie in Figure 2 dargestellt belegt. In die Spalten 
|l-6 werden je 5 /il der in Puffer ihkubierten Liposomen gegeben, in die 
Spalten 7-12 die in Serum inkubierten. Zu.den 5 ;xl . Probe plus 5 /il Puffer 
bzw, Triton werden 290 ^1 Puffer gegeben. Es wird jeweils wieder ein Basis- 
und ein Triton-Wert genommen. Auf diese Weise kann man drei Formulierungen 
tiber 8 Zeitpunkte pro Platte testen. . Die Zeitpunkte sind die folgenden: 
35 null, null, 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 5 h, 24 h. 

Fiir die Messungen der Fluoreszenz wird ein Plattenreader mit 485/530 nm 
Filtern verwendet, Aus den. gemessenen Floureszenzdaten werden die reltiven 
Freisetzungswerte errechnet, indem der Tritonwert 100% Freisetzung 
entspricht. Tabelle 1 zeigt eine Reihe von getesteten Formulierungen. Es 
zeigt sich, dass nur erf indungsgemSSe Zusammensetzungen eine hohe 
Serumstabilitat besitzen. 
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Beispiel 4 

Binschlufi von PITC-ODN (f lucres zonamarfcierte Antisense-DNA) 

Das verwendete Antisense-Oligonukleotid (ODN) ist ein 18-mer 
Phosphorothioat mit einer PITC-Markierung am 5'-Ende (Fluorescein- 
isothiocyanat) . Liposomen mit FITC-ODN wurden hergestellt: 0,5 ml einer 1 
mM Lipidlosung mit 9 fig ODN. Zwei Ansatze mit unterschiedlichem Verhaitnis 
der kationischen Lipiden zu anionischer ODN: 3:1 und 4,5:1 

- Jeweils DPPC/DOTAP/DG-Succ/Chol 20/10/30/40 

-Hydratisierungs- bzw . ODN-Lasvmg : 10 mM NaAc pH 4,5, 300' mM Sucrose- 

- Zur Abtrennung nicht eingeschlossenen ODNs wurden die liiposomen in einem. 
diskontinuierlichen Sucrosegradienten mit 0, 0,8 und 1,2. M Sucrose in Hep", 
NaCl"" f lotiert . 

Bestimmung des Einbaus an: FITC-OD^" aus der Summe der gemessenen FITC-ODN - 
Fluoreszenzen .(100 %) bzw. des Input und daraus abgeleitet dem Verhaitnis 
von freief zu eingebauter Fluoreszenz: 



% Liposomen 


Lipo-Reste 


Puf fer/Sucr 


freie ODN 


gesamt 


3:1 43,3 
.4,5:1 46,3 


14,7 
10,7. 


, 5,4 
' 4,5 • 


36,6 
38,5 


100, 0 
100., 0 . 
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Beispiel 4 

BinschlTxfi von bIrjjJA (anti GPP) in aiqphotere Liposomen 

Als Ladungsverhaitnis von kationischem Lipid zu anionischer siRNA wird 5:1 
bis 10:1 gewahlt. Die siRNA (in 10 ortM Hepes, 10 mM NaCl pH 7,2) wird mit 
dem Hydratisierungspuffer (10 inM NaAcetat, 10 mM NaCl, 280 mM Sucrose, pH 
4,5) vermischt und auf den Lipidfilm gegeben, sodass eine 5-10 mM 
Lipidsuspension entsteht. Die Lipide werden durch Ultraschallbehandlung von 
der Kolbenwand geiast (max-. 10 min) . Hydratisiert wird fttr 15' min bei 
Raumtemperatur (POPC als Trfigerlipid, bzw. bei 50 °C bei DMPC, DPPC als 
TrSgerlipid) . Es folgt eln mindestens dreimaliges Einfrieren bei -70 ^'C (10 
min fUr 1 ml Volumen/ 30 min fUr Volumina bis 15 ml) und wieder Auftauen im 
Wasserbad (Temperatur wie beim Hydratisieren) . 

Der Kolben wird aufgetaut und bei grdfieren Volumina werden 3 ml der LOsung 
entnommen (in 8 ml Glasrdhrchen) . Der restliche Ansatz wird wieder bei -70 
eingefroren. Die .Extrusion erfolgt durch 100 nm-Filter. AnschlieSend 
wird der pH Wert mit 1/10 Volumen 1 M Hepes auf pH 8,0 eingestellt. 
Flotation der Liposomen: 

Die Liposomen Fraktionen werden mit deir\ selben Volumen 2,4 M Sucrose in HaO 
versetzt (d.h. es entsteht eine 1,2 M Ldsung) . Den Gradienten schichtet man 
mit Puffer (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5), danariter 0, 8 M Sucrose in 
Puffer und zuimterst die Liposomen in 1,2 M Sucrose in H2O. Das Volumen' des 
Gradienten betrSgt maximal 4,5 mi. Die Flotation* erfolgt b.ei Ravuntemperatur 
fttr 45 min bei 50,000 rpm in einer Ultrazentrifuge . Die Liposomen, welche 
sich zwischen der 0,8 M Sucrose- und der Puf ferschicht befinden, werden 
25 abgenommen. 

RMA-Mengenbestijimiung mit Ribo Green RNA. Quantitation Reagenz 

5er Assay wird im Endvolumen von 200 m1 durchgef Uhrt . Zuerst fertigt man 
^eine Eichreihe. der siRNA zwischen 1 ng und 10 ng an (10-100 fil 100 ng/ml 
siRNA) - . . 

Das Ribo Green verc^ttnnt man 1:2000 in TE-Puffer. Zu jedem Ansatz , werden 100 
Ml Ribo Green zugegeben, dann inkubiert man 5 min bei Raumtemperatur und 
mis'st die Fluoreszenz bei 485/520 nm. Die AnsStze werden mit je 4 ^1 10 % 
35 T^riton (Endkonzentration 0,2 mM) versetzt. Diese Eichkurve dient spater ftir 
die Bestimmung der in Liposomen eingeschlossenen Menge an siRNA. Nach ca. 
15 min misst man noch einmal die Fluoreszenz. Die Ergebnisse werden 
graphisch in ein Diagramm eingetragen ( je eine Kurve mit und ohne Triton) 
und Eichgeraden mit den dazu* • gehfirigen Gleichungen aus den Werten 
40 generiert. 

Die Liposomen verdOnnt man in zwei verschiedenen Konzentrationen (z.B. 1:50 
und 1:100) und misst 2-3.. verschiedene Voliunina der Verdtinnungen (z.B. 5, 10 
und 15 til der Verdttnnungen ad 100 fil TE plus 1.00 ^1 Ribo Green Reagenz) 

12 
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ohne und mit Triton. Die errechnete Konzentration der siRNA eiher 
Pormulierung muss bei den verschiedenen Messungen in etwa Obereinstimmen, 
1st dies nicht der Pall, lag man mit der siRNA-Menge auSerhalb der 
Eichkurven und sollte diese Werte nicht in die Berechnung der Konzentration 
einflieEen lassen. Die Bffizienz, mit siRNA in verschieden Pormulierung 
einges Chios sen werden konnte zeigt die Tabelle X. 



TabeXle 2 s Sinschluss siRNA antiGPP in axnphotere I.±posomen 




Pormnlierung 


Zusainmens e t zungen 


Effiziexiz 


POPC/MoChol/Chems/Chol 


50:10:30:10 


8,7% 


DMPC/HistDG/Chol 


50:10:40 


8,7% 


DMPC/MoChol/DGSucc/Chol 


20:10:30:40 


6,1% 


DMPC / DOTAP/DGSuc C / Cho 1 • 


20:10:30:40 


20,5% 


iDMPC/HistChol/Chol 


50:.10:40 


56,4% 


POPC/MbChol/DPPS/Chol 


40:10:101:40 


58,4% 


POPC/MoChol/DGSucc/Chol 


20:10:30:40 


8,1%. 


DMPC/MOChol/DGSucc/Chol 


35:10:15 :40 


21% 


POPG/MoChol/DGSucc/Chol 


35:10.15:40 


16,8% 


DMPC /AC /Choi 


50:10:40 


30,4% 


DMPC /Hi sChol / DPPS / Cho 1 


35:10:15:40 


30,1% ■ 


DMPC/isoHistSuccDG/Chol 


50:10:40 


21,1% 


DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 


40:10 :ip:40 


49% 


DMPC/HisChol/DPPS/Chol 


35:10:15:40 


46% 
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Test von siXUlA-baltigen Zilposamen im Serum 

xunodifizierte siRNA ward iiri Serum sehr schnell' abgebaut. ,Vm den 
schatzenden Ef fekt der' Liposomen auf die siRNA zu untersuchen, wird wie im 

folgenden dargestellt vorgegangen. 

Die Konzentration der eingeschlossenen siRNTA wird vor dem Serumtest 
bestimmt. FtLr jeden zu testenden Zeitpunkt werden Liposomen mit je 4 jLig 
siRNA pro Zeitpunkt eingesetzt. Getest^te Zeitenpunkte : Null, 1 h, 2 h und 
4 h. * • . . 

Die Liposomen mit 4 fig siRNA im Innern werden auf 60 fil Volumen verdiinnt 
mit dem Puffer, in welchem sich die Liposomen bef^nden (Oblicherweise 10 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5). Zu den Ansatzen werden 60 /zl Serum zugegeben 
und bis zu den entsprechenden Zeitpunkte bei 37* »C inkubiert. Der 
Nullzeitpunkt wird separat bestimmt. • ' 

Eine Phenol /Chloroform-Extraktion - wird mit PLG-Eppis { Phase-Lock-Gel - 
Eppendorfrohrchen) durchgefUhrt fiir eine gute Trennung der 
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Serumbestandteile und der Lipide von der siRNA, Die PLG-Eppis warden fUr- 1 
min bei 13 000 rpm zentrifugiert und auf Eis gestellt (im folgenden wird 
bei max. 4 oc gearbeitet) . in die PLG-Eppis gibt man 280 fil Puffer (wie 
oben) und 45 /xl 5 M NaCl . 

In diese LGsung kommt der Ansatz der Liposomen im Serum (120 fil) , Sofort 
danach erfolgt die Zugabe von 300 ^1 Phenol/Chlorof orm-Gemiach. FiXr den 
Nullwert gibt man zum Puffer mit NaCl in das PLC^-Eppi auch 60 fil Serum, 
Alles wird sofort gemischt. 

Es folgt.eine Zentrifugation fUr 10 min bei 13 000 rpm und 4 oc. die 
wassrige Phase enthait die freie siRWA. Auf den Gradienten werden weitere 
3 00 ^1 Chloroform gegeben und kurz gemischt. Nach ein^r weiteren 
Zentrifugation wie oben ist die wSssrige Phase klar und kann mttglichst 
vollstandig abgenommen werden. Die siRNA wird nun aus aer wSssrigen Phase 
gefailt. Zur siRNA-L6sung gibt man 1/10 Volumen 3 M NaOAc; pH 5,2 und 2,5 
Volumenteile Ethanol. Die Ldsung .wird gut /durchmischt und die siRNA 1 h bei 
-70 ^'C ausgef ail t. Eine. weitere zentrifugation bei 4<>C, 13 000 rpm ftlr 10 
min folgt. Dabei pelletiert 'die siRNA. Der Oberstand " wird vollstandig 
abgenommen und das Pellet wird mit 200 Ml 70 % Ethanol gewaschen und ftir 
ca, 10 min getrocknet . Die siRNA wird in 5 fil Wasser wieder gel6st. 
Die Qiialitat der siRNA wird im denaturierenden und mSglicherweise auch im 
nativen Acrylamidgel tiberprUft. ' . • . 
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Nachweis der DoppelstrSngigkoit von siRNA im nativen Acrylamidgel 
Die Qualitat von siRNA wird iiber die vollstandige Lange .der EinzelstrSnge 
und die Doppelstrfi^gigkeit definiert. Mittels eines nativen Acrylamidgels 
kann man . die DoppelstrSngigkeit einer siRNA Qberpriif eh , da . sich 
^^doppelstrangdge siRNA langsamer im nativen Gel bewegt., als die 
^^^^^^Einzelstrange . 

^jjP^as Gel muss mit TBE- Puffer 30 min vorlaufen (80 V, 100 mA) , urn die 
30 erforderliche Tempera tur zu bekommen. 

Es werden hdchstens 2 fig siRNA pro Slot aufzutragen, da sonst das Gel 
tiberladen wird.. Die Proben werden in einem Gesamtvolumen von 9 fil 
aufgenommen. Darauf gibt man 1 /xl Blue Juice--Ladepuf f er . Die Proben werden. 
auf das vorgelaufene Gel aufgetragen und fOr 1 h bei 100 mA aufgetrennt. 
35 Farben des Gels : ' . 

Das Gel wird nach' der Elektrophorese aus der Apparatur entnommen. Auf das 
Gel werden ca. 200 ml Stains All GebrauchslCsung (20 ml StammlOsung, 180 ml 
Formamid, 200 ml Wasser gegeben. Dab' Gel wird im Dunklen ftir 30 -60 min in 
der Stains All-L5sung gef Srbt . Danach wird die Losung vom Gel genommen und 
das .Gel wirc^ unter Lichtzutritt im Wasser entfSrbt (ca. 30 min-2 h.je nach 
Iiichtintensii:at) . Die siRNA bleibt geffirbt, wohingegen sich der Hiritergrund 
wieder vQllig entffirbt wird. 
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Belspiel 5 

In vitro Aufaaahmo von arophoteren Liposomen mit Cya-BCZi^-Ant:! sense in Kep62 
Zellen 

HepG2 Zellen warden 2 Tage vor der Transfektion in 96-Wellplatten ausgesat, 
so dass sie am Tag der Transfektion eine Zelldichte von 60 - 80% zeigen 
(0,02-0/^ X 10 5 .^3^ ^-^^ i.d.R. 1 X 10 ^) . Es werden 2 Flatten 

(Zentrifugation u. Kontrollinkubation) yprbereitet, die ansonsteii identisch 
behandelt werden. 

Transfektion ; , 

Vortemperierung der Zentrifuge (Biofuge Stratos, Heraeus)./ Rotor # 3048 far 
Mikrotiterplatten. Cy3-Bcl2-Antisense-haltige Liposomen werden auf eine 
einheitliche Konzentration mit 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 (HBS) 
eingestellt (Cy-3 ist ein rot fl cures zierender Marker) . 

Herstellung der LiposomenverdUnnungen (mit und ohne Cargo) sowie 
Transfektionsmix von kommerziellen Kontrolltransf ektionsreagenzien (z.B. 
liipofectamine 2000, Oligof ecatmine, siPort Amine, siPort Lipid) auf 96-Well 
20 Platte init serumfreien Medium (ca. 160. ng Antisense/well) . Die 
Iiipo'somenverdtinnung wird in einem Volumen yon 25 - 50 fxl zu den Zelleh 
gegeben werden. ' * . 

Die Zellen werden mit serumfreien Medium gewaschen (Ix) und mit 
serumhialtigen oder seriimfreien Medium versetzt, z.B. je Well 75 Ml* wenn 
25 die Liposomenverdtinnungen so hergestellt wurden, dass die entsprechende 
Menge antisense/Well in 25 ^1 enthalten ist,- 

Eine Multiwellplatte wird bei 1,500 rpm (342 g) , Ih, . 37°C zentrifugiert , 
Ijiie Kontrollplatte 1 h inkubiert (37^0, 5% CO2) . Anschliefiend werden beide 
?latten 3 h inkubiert (37oC, 5% COa) . 
30 MediiJim aller Wells . konqplett entfe'men, 1 x mit PBS waschen, 2 x mit 
serumhaltigen Medium; Zusatz von serunihaltigen Medium zu alien Wells, 
mikroskopische Kontrolle auf Vitalitat, anschlieSend beide Platten tiber 
Nacht inkubieren (37 PC, 5% CO2) . . 

35 Am Tag nach der Transfektion wird die Aufnahme von Liposomen in die Zelleh 
f loureszenzmiJcroskopisch untersucht. In Abbildung 3 wird Fluoreszenz- 
aufnahme neben einer Phasenkontrastaufnahme zur Zelllokalisierung gezeigt. 
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AnsprOche 



1 . Seimnstabile amphotere liposomale Formulierungen mit mindestens einem 
Wirkstoff im wSasrigen Innenraum, dadurch gekennzeichnet , dass 

die Lipo somen 

-neutrale Lipide mit einem Meznbrananteil von 20 - 65 mol% umfassen/ 

-Cholesterol mit einem Anteil von 35 45 mol%, 

als ladungstragende Lipide entweder 

-amphotere Lipide mit einem Anteil von 5-20 mol% 

Oder 

- Mischungen von kationlschen und anionischen Lipiden mit einem Anteil von 
15 I -45 mol% umf assen, 

und. der Wirkstoff ein Oligonukleotid vimfasst. 

2. Iiiposomalen Formulierung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet , dass 

die Oligonukleotide aus 5-100, bevorzugt aus 5-40 und besonders 
bevorzugt aus 10-25 Desoxyribonukleotiden, Ribonukleotideii oder deren 
chemisch-modif izierten Derivaten iaufgebaut sind. 

3. Liposomalen Formulierung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Oligonukleotide als Einzelstrang (z'.B. Antisense-: 
Oligonukleotide), als Doppelst rang (z.B. small -interfering RNA, 
Decoy-Oligonukleotiden) Oder in komplexer Faltung (z.B. Aptamere, 
Spiegelmere) vbrliegen. 

4. liiposomale Formulierung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Oligonukleotid ein Aptameres ist. 

5. Liposomale Formulierung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Oligonukleotid ein Spiegelmeres ' ist*. 

6. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtlche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/MoChol/DMPS/Chol 40:10:10:40 hat. 

7. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtlche 1 ^5, dadurch 
gekennzeichnet, dass. die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/AC/Chol 50:10:40 hat . . 
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8. Iiiposomale Formuliezung nach einem der AnsprUche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale MenODran die molare Zusairanensetzung 
DMPC/HisChol/DPPS/Chol 35:10:15:40 hat. 

5 9. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 

gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/IsohistsuccDG/Chol 50:10:40 hat. 

10. Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 -5, dadurch 

10 gekennzeichnet , dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/MOChol/DGSucc/Chol 35:10:15:40 hat. 

11. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/MoChol/DGSucc/Chol 40:10:10:40 hat. 

12. Liposomale Formulierung nach einem der' AnsprUche 1 -5, dadurch 
gekeimzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/MoChol/DGSucc/Chol 35:10:15:40 hat. 

13. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprttche 1 ~5, dadurch 
gekennzeichnet/ dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/Hist-DG/Chol 50:10:40 hat.. 

25 14. Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 -5, dadurch 

gekennzeichnet, dass die liposomale. Membran die molare Zusammens'etzung 
POPC/MoChol/DPPS/Chol 40:10:10:40 hat. 
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5, Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 -5, dadurch 
30 gekennzeichnet 4 , dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/DOTAP/DG-Succ/Chol 20:10:30:40 hat. 

16. Liposomale Formulierung nach einem der AnsprUche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 

35 DPPC/HistChol/Chol 50:10:40 hat. 

17. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
•gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 

' *DPPC/HistDG/Chol 40:20:40 hat. 

40 
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18. Li'posotnale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusairanensetzung 
DPPC/MoChol/DG-Succ/Chol 20:10:30:40 hat. 

5 19. Liposomale Formulierung nach einem der AnsprOche 1 -5, dadurch 

gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/HcChol/Chol 50:15:35 hat. 

20- Liposomale Formulierung nach einem der AnsprUche 1 -5, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass die lipQSomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/HcChoi/Chol 50:15:35 hat. 
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21. Liposomale Formulieirang nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet , dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/HistPS/Chol 50:15:35 hat. 

22. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/HistP^/Chol 50:15:35 hat. 

23. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/AC/Chol 50: 15.: 35 hat. 

25 24. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 

gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusaramensetziong 
DPPC/AC/Chol 50:15:35 hat. 

^ '. . 

5. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
30 gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/HistChol/Chol 50:15:35 hat. 

26. Liposomale Formulierung nach einem der AnsprUche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
35 ■ POPC/HistChol/Chol 50:15:35 hat. 




27 . Liposomale Formulierung nach einem- der Ansprtiche 1 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare 
POPC/HistSuccDG 60:40 hat. 



-5, dadurch 
Zusammensetzung 
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28. Liposomale Formulierung nach einem der AnsprUche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/HistSuccDG/Chol 50:15:35 hat. 

5 29. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprttche 1 -5, dadurch 

gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/IsoHistSuccDG/Chol 50:15:35 hat. 

30. Liposomale Formulierung nach einem der AnsprUche 1 -5, dadurch 

10 gekennzeichnet," dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/HistSucc/Chol 50:15:35 hat. 

31. Liposomale Formulierung nach einem der Ahsprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/IsoHistSuccDG/Chol 50:15:35 
haf. 

3i. Verwendung einer liposomalen Formulierung - nach Anspruch 1 -31 zur 
therapeutischen Behandlung eines Saugetieres- 

20. ' * • . 

33. Verwendung einer liposomalen Formulierung nach Anspruch 1 -31 zur 

therapeutischen Beheuidlung eines Menscheh, 

34. verwendung einer liposomalen Formulierung nach einem oder .mehrerer der 
25 Ansprtiche' 1 ~ 31 zur parenteralen Applikation, bevorzugt zur intravenGsen 

Applikatibn. ' • ' 

5. Liposomale Formulierung nach Anspruch 1 -31, dadurch gekennzeichnet, 
ss sie keinen wirkstoff enthalt. 
30 
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Serximstabile amphotere Liposomen 



Zusainmenfas sung 

Die Erfindung betrifft amphotere liposomale Formulierungen, die besond^re 
Serumstabilitat zeigen- und sich zum intrazellulSren Delivery von 
pligonukleotiden eignen. ' 



Figur 1 

Abkarzungen und chemische Formeln verwendeter Iiipide 
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